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@) Verfahren zur Herstellung und Reinigung von an ihrem 5 ' . . 

-Ende phosphorylierten Oligo- und jPolynukleotidsequenzen und Reagenz zur Durchfuhrung des Verfahrens 
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Als Phosphoryllerungsreagenz, insbesondere zur 
Phosphorylierung des5'-Hydroxyendes von Oligo- und Poly- 
nukleotiden. eignen sich Verbindungen der allgemeinen 
Formal I 
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wobei 

P eine mit einer OH-Gruppe reaktive Phosphat- Oder 
Phosphitgruppe und 

R eine abspaltbare OH-Schutzgruppe darstellt, 

X = H. OH, Halogen, AlkyI oder Alkoxy ist oder eine 0>, 

Alkylen- oder Oxyalkylenoxy-Brucke zu B. B| oder dar- 

stellt, 

einer der Substituenten B bis 83 eine hydrophobe Veranke- 
rungsgruppe oder ein an einen Antikdrper bindendes Hapten 
darsteilt, die anderen Substituenten B bis B3 H oder niedrig 
AlkyI, 82 auch eine Einfachbindung, bedeuten. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Phosphorylierungsreagenz, ein Verfahren zu seiner Herstellung sowie ein Verfah- 
ren zur Herstellung und Reinigung von an ihrem 5'-Ende phosphorylierten OHgo- und Polynukleotidsequenzen 
5 unterVerwendungdes Phosphorylierungsreagenzes. 

Oligo- und Polynukleotide finden a!s Trager von Erbinformation in der Gentechnologie einc weite Verwen- 
dung. Ihre chcmischc Synthese erlangt daher mit dem Fortschreiten der Biotechnoiogie immer mehr an Bedeu- 
tung. So sind bisher schon die Gene fur pharmakologisch wirksame Substanzen wic Insulin, Interferron oder 
Somatostatin hergestellt worden. 

10 Die Synthese von Polynukleotiden erfolgt entweder auf enzymatischem oder chemischem Wege, Bei der 
chemischen Synthese wird im allgemeinen so vorgegangen. daB man die 3'- bzw. 5'-Hydroxygruppen und 
gegebenenfalls weiterc Hydroxy- oder Aminogruppen der Nukleoside in ubiicher Weise schOtzt und mitteis 
reaktiven Phosphorverbindungen zwei Nukleoside durch eine 3',5'-Internuk!eotidphosphodiesterbindung ver- 
kniipft. Im allgemeinen wird die gezielte Synthese von Biopolymersequenzen wie z.B. Polynukleotiden an 

15 Festphasen bevorzugt. Dabei wird an einer festen Phase ein erstes Nukleosid bzw. Nukleotid gebunden und 
anschiieBend mitteis bekannten chemischen oder enzymatischen Verfahren durch stufenweises Anelnander- 
kniipfen der jeweiligen Nukleotide das gewunschte Polynukleotid aufgebaut. Eine solche Festphasensynthese 
zeigt eine Reihe von Vorteilen gegenuber einer Synthese in Losung, da die wachsende Polynuklcotidkette auf 
einfache Weise von anderen Komponenten des Reaktionsgemisches abgetrennt werden kann. So ist es z.B. 

20 moglich, chromatographische Trennmethoden durch einfache Wasch- und Filtrationsverfahren zu ersetzen und 
die Reaktionen beliebig oft zu wiederholen, um auf diese Weise die Ausbeuten zu erhohen, Auch die L6slichkeit 
der einzelnen Polynukleotidderivate ist bei dieser Vorgehensweise nicht mehr von Bedeutung. da die einzelnen 
Reaktionen in heterogener Phase ablaufen. Aufgrund der einfachen Wasch- und Filtrationsmethoden an einer 
Festphase wird es moglich, die Polynukleotidsynthese automatisch durch zufuhren. 

25 Als besonders geeignet fOr die Synthese an festen Phasen hat sich die phosphoramitidmethode von Matteucci, 
M.D. und Caruthers, M.H. J. Am. Chem, Soc. (1981) 103, 3185— 3191 erwicscn. 

Es hat sich jedoch gezeigt, daB alle ubiichen Syntheseverfahren den Nachteil haben, daB sie nach dem 
Entschtttzen Polynukleotide mit einem freien 5'-Hydroxyende ergeben. Solche nicht phosphorylierten Polynu- 
kleotide sind jedoch fiir biologische Prozesse normalerweise nicht brauchbar, weil in der Regel dafur Nukleotid- 

30 ketten benotigi werden, die an ihrem 5'-Ende einen Monophosphatrest aufweisen. 

Obwohl es wunschenswert ist, bei der Synthese auch die 5'-Endphosphorylierung auf chemischem Wege 
durchzufuhren, um auch diesen Syntheseschritt automatisch durchfuhren zu konnen. werden aufgrund mangeln- 
der Praktikabilitat der bekannten chemischen Reagenzien weiterhin enzymatische Phosphorylierungsmethoden 
bevorzugt. Solche enzymatischen Phosphorylierungen mit z.B. Polynukleotidkinase und ATP weisen jedoch den 

35 Nachteil auf. daB aufgrund von inaktivem Enzym, ungenau eingestelltem Puffer oder dem Auftreten von 
inhibierenden Stoffen die Kinasereaktion nicht oder nur unvollstandig ablauft. 

Langere Polynukleotide sind ab einer GroBe von etwa 40 Basen aufwarts in der Polyacrylamidgelelektropho- 
rese analytisch schlecht von sequenzgleichen, nicht 5'-phosphorylierten zu unterscheiden. so daB es schwierig ist, 
die Reinheit des Produktes zu iiberprufen. Eine hohe Reinheit an 5'-phosphoryliertem Material ist jedoch z.B. bei 

40 der Klonierung von Genen unbedingt erforderlich, da auch die nichtphosphorylierten Polynukleotide mil dem 
entsprechenden Gegenstuck der DNA beim Klonieren hybridisieren, ohne jedoch ligiert zu werden. Die Anwe- 
senheit solcher 5'- Hydroxy polynukleotide fUhrt somit zu geringen Ausbeuten an kloniertem Material. 

Dies hat zu einer Reihe von Versuchen gefiihrt, die Endphosphorylierung von Oligonukleotiden auf rein 
chemischem Wege durchzufuhren. 

45 E. Ullmann und J. Engels, Tetrahedron Letters, (1986) 27, 1023- 1026 beschreiben ein Verfahren zur Phospho- 
rylierung des 5'-Endes eines Oligonukleotides durch chemische Umsetzung mit einem monovalenten Phospho- 
rylierungsmittel. Dabei wird das Nukleotid mit einem Phosphorylierungsmittel auf Phosphoramiditbasis umge- 
setzt und mitteis Standardverfahren zum Phosphat oxidiert. Wird dabei ein Phosphorylierungsagens verwendet, 
das eine Nitrophenylethylgruppe enthalt, dann kann der damit erhaltene 5'-Phosphodiester an einer Reversed 

50 Phase HPLC vom nicht umgesetzten Material abgetrennt werden. Dieses Verfahren hat jedoch den Nachteil, 
daB eine schonende Enischutzung und gleichzeitige Reinigung an einer festen Phase nicht moglich ist. AuBerdem 
besitzt die Nitrophenylethylgruppe nur eine geringe Hydrophobizitat, so daB entsprechende Oligonukleotide 
mit Basenlangen groBer als 15 schlecht mitteis Reversed Phase HPLC zu reinigen sind. 

EP-A 8 51 10 454 beschreibt die Abtrennung und Reinigung von durch Tritylierung an ihrem 5'-Ende lipophil 

55 geschOtzten Oligonukleotiden von nicht umgesetztem Material mitteis hydrophober Wechselwirkung an einer 
Reversed Phase Matrix. Auf diese Weise werden jedocji keine 5'-Phosphatoligonukleotide erhalten. 

T. Horn und M.S. Urdea. DNA (1986) 5, 42t -426 beschreiben einc chemische Phosphorylierung des 5'-Endes 
nach der Phosphoramlditmethode, die zur Anwendung bei der automatischen Oligonukleotidsynthese geeignet 
ist. Dabei wird ein an eine feste Phase gebundenes Otigonukleotid mit Bis-05-cyanoethoxy)-N,N-diisopropyIami- 

60 nophosphin umgesetzt. Dieses Verfahren weist jedoch den Nachteil auf, daB die Schutzgruppen schon beim 
Losen der Oligonukleotidkette von der Festphase abgespalten werden. Damit besteht keine M6glichkeit, die 
Phosphatschutzgruppe zur Reinigung auszunutzen. Aus diesem Grunde mussen die Schutzgruppen von dem 
fertigen phosphorylierten Oligonukleotidprodukt mitteis zeitaufwendigen und verlustreichen chromatographi- 
schen Verfahren abgetrennt werden. 

65 G.R. Gough et al., Proceedings of the International Symposium on Chemical Synthesis of Nucleic Acids, 
Egestorf, Deutschland 1980, (ISBN 0 904147 26 6) Seite 99 bis 102 beschreiben ein Verfahren zum Einfuhren von 
3'- bzw. 5'-Phosphatabk6mmlingen in Oligodesoxyribonukleotiden. Dabei wird in einem Losungsmittel ein an 
seinem 3'-Ende mit einem Ribonukleotid versehenes geschutztes Trinukleotid mit einem 2',3'-tritylierten Uridin 
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durch eine 5'-5'-Phos|!^^^sterbindung zu einem Tetranukieoiid verknupft, ^jj^es anschlieBend mittels einer 
ersten Perjodatoxidati^der eine Detritylierung mil anschlieBender enzymatischer Behandlung durch eine 
Phosphatase folgt und mittels einer zweiten Perjodatoxidation zum 5'-phosphorylierien Dmukleotid umgesetzt 
wird Dieses Verfahren zeigt jedoch eine fur die Synthese von PolynUkleotiden viel zu geringe Ausbeute und ist 
zudem nicht an einer festen Phase durchfuhrbar. Um reine Ohgonukleotide zu erhalten sind deshalb zeitaufwen- 
dige und an Substanz verlustreiche Chromatographieverfahren notwendig. Die Hersiellung von Polynukleoti- 
den ist bei den angegebenen Ausbeuten von maximal 70% fur einen einzigen Verfahrensschnti nicht moghch. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, die zuvor geschilderlen Nachteile zu uberwmden und em 
chemisches Verfahren zur Herstellung von an ihrem 5'-Ende phosphorylierten Oligo- und Polynukleotidsequen- 
zen bereitzustellen, das an einer festen Phase durchgefuhrt werden kann und durch das auf einfache Weise und 
mit hoher Ausbeute insbesondere auf automalischem Wege die jeweils gewiinschten Polynukleotidsequenzen 

erhalten werden. , r ^ i- 

Diese Aufgabe wird durch das in den Anspruchen defmierte Verfahren gelost. 

ErfindungsgemaB werden die Polynukieotide in der jeweils gewiinschten Sequenz nach an sich bekannten 
Verfahren gewonnen. Dabei wird im allgemeinen so vorgegangen. daB man die 3'- und 5'-Hydroxygruppen und 
gegebenenfalls noch weitere Amino- oder Hydroxygruppen der Nukleoside in ublicher Weise schutzt und 
mittels reaktiven Phosphorverbindungen zwei Nukleoside durch eine 3'-5'-lnternukleotidphosphordiesterbm- 
dung verknupft Solche Verfahren sind dem Fachmann bekannt und sind z.B, zusammenfassend m E.L. Wmnak- 
ker. Gene und Klone VHC 1985. Seiten 44 bis 61. die hiermit ausdrucklich zum Teil der Beschreibung gemacht 

wird. beschrieben. ^ , l « i l h -j 

Im erfindungsgemaQen Verfahren finden sowohl Polydesoxynbonukleotide als auch Polynbonukleotide Ver- 
wendung, jedoch mussen bei letzterem die 2'- und 3'- Hydroxygruppen in geschutzter Form vorliegen. 

Die so auf herkommliche Art gewonnenen S'-Hydroxypolynukleotide werden erfmdungsgemaB an ihrem 
ungeschutzten 5'-Ende mit einem Phosphorylierungsreagenz umgesetzt, welches m gamma- und delta-Stellung 
zum Phbsphorester einen gegebenenfalls geschutzten Diol und in beta-Stellung eine positive Austrittsgruppe. 
vorzugsweise ein H-Atom aufweist und das einen an einer Reversed Phase Matrix haftenden hydrophoben Rest 
enthall oder ein an einen Antikorper bindendes Hapten aufweist AnschlieOend werden die zum Phosphor 
gamma- und deltastandigen Hydroxyde zu Aldehyden oxidiert und die kationische Austrittsgruppe. die vorzugs- 
weise ein Proton darsteilt und mittels einer Base abstrahiert wird. abgespalien. Durch diese ^Elimmierung wird 
die Phosphordiesterbindung gelOst und die 5'-phosphorylierte Polynukleotidkette freigesetzt 



Base 




Vorzugsweise wird ein Phosphorylierungsreagenz der allgemeinen Formel I 
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P eine mit einer OH-Gruppe reaktive Phosphat- oder Phosphitgruppe und 
R eine abspaltbare OH-Schutzgruppc darstellt. 

X-E. OH, Halogen, Alkyl oder Alkoxy ist oder cine Alkylen- oder Oxyalkylenoxy-Brucke zu B, Bi oder 

Ba darstellt, 

5 einer der Substituenten B bis B3 eine hydrophobe Verankerungsgruppe oder cin an einen Antikorper bindendes 
Hapten darsteilt, die anderen Substituenten B bis B3 H oder niedrig Alkyl, B2 auch eine Einfachbindung, 
bedeuien. 

Stellt X eine Briicke zu B. B\ oder B3 dar, so ist es ein Sauerstoffatom, welches uber eine Etherbindung die 
Brucke herstellt. ein N-Atom oder eine Alkylen- oder Oxyalkoxygruppe und vorzugsweise eine Melhylengrup- 
10 pe. Ist P eine Phosphitgruppe, so wird diese vorzugsweise mit Jod zum Phosphat oxidiert. 

Besonders bevorzugt sind solche Reagenzien, bei denen die beiden benachbarten Hydroxylgruppen des Diols 
in cis-Stellung zueinander stehen. 

In der obigen Forme! sind unter einer hydrophoben Verankerungsgruppe solche Gruppen zu verstehen,die an 
einer Reversed Phase Matrix haften. Im erfindungsgemassen Verfahren werden dafur zweckmaBigerweise 
15 Alkylgruppen mit 6 bis 20» insbesondere mit 8 bis 18 C-Atomcn, eine Arylgruppe. eine substiiuierte Aryl- oder 
heterocyclische Arylgruppe oder substituierte Alkylgruppe verwendet Vorzugsweise stellt B eine Naphthyl-, 
eine Mono-. Di- oderTrinitrobenzyl- oder eine Dinitrobenzyloxyethylgruppe dar. 

ZweckmaBigerweise werden im erfindungsgemaBen Verfahren solche Reagenzien verwendet, bei denen X 
eine Brucke zu B derart ausbildet. daB ein Ring entsteht, der die beiden benachbarten Hydroxyle enthalt 
20 Vorzugsweise ist dabei X ein Sauerstoffatom und als Ringsystem wird zweckmaBigerweise ein Zucker verwen- 
det 

ErfindungsgemaB besonders bevorzugte Reste sind N^-substituierte Uracile, im besonderen N^-(3,5-Dinitro- 
benzyIoxyethyl)-2',3'-o-dibenzoyluracil und N^-Octyl-2',3'-dibenzoyluracil. Es hat sich gezeigt, daB sich das 
erfindungsgemaBe Verfahren besonders gut mit N^-Octyl-2',3'-o-dibenzoyluridin-5'-o-(2-cyanoethyldiisopropy- 

25 lamido-phosphit) oder mit N^-(3,5-dinitrobenzyloxyethyl)-2',3'-o-dibenzoyluridin-5'-o-(2-cyanoethyl)-diisopro- 
pylamidophosphit als phosphorylierungsreagenz durchfuhren laBt 

ErfindungsgemaB ist es jedoch auch moglich solche Reagenzien zu verwenden, bei denen B ein Hapten 
darsteilt. Dabei werden zuerst in an sich bekannter Weise Antikorper, vorzugsweise monoklonale Antikorper, 
die gegen das gewunschte Hapten gerichtet sind, erzeugt und isoliert und mittels ublichen Verfahren an einer 

30 Matrix immobilisiert Bevorzugt wird als Hapten eine Dinitrophenylbenzyloxyethylgruppe oder Dinitrophenyl- 
£-aminohexansaure. 

Das Phosphorylierungsreagenz der allgemeinen Formel I wird durch dem Fachmann bekannte Kupplungsre- 
aktionen an das 5'-Ende der Nukleotidkette ansynthetisiert Dabei wird das freie 5'-Hydroxyende der Kette mit 
der Phosphat- bzw. Phosphitgruppe umgesetzt ZweckmaBigerweise wird hierbei nach dem gleichen Verfahren 

35 vorgegangen, das auch zur Synthese der Polynukleotidkette angewendet wird, wobei man vorzugsweise nach 
dem sogenannten Phosphoramiditverfahren vorgeht. In diesem Fall wird erfindungsgemaB ein Reagenz der 
allgemeinen Formel I verwendet. bei dem der Rest P ein Amidophosphitrest ist Dabei wird das Reagenz 
ublicherweise in Gegenwart von Tetrazol mit dem Polynukleotid umgesetzt 

Das Abspalten der Schutzgruppen wird mittels ublichen bekannten Verfahren durchgefuhrt Wird das erfin- 

40 dungsgemaB bevorzugte Reagenz mit Benzoyl geschtitzten Hydroxylen und mit Cyanoethylphosphitestern 
verwendet, so ist es moglich, beide Schutzgruppen gleichzeitig abzuspalten. Dafiir wird vorzugsweise eine 
waBrige Ammoniaklosung verwendet. Das Entschiitzen kann jedoch auch in zwei getrennten Stufen durchge- 
fiihrt werden, wobei zuerst die Cyanoethylgruppen in nicht waBriger Losung mit einer starken organischen Base 
abgespalten werden. Als starke Base wird vorzugsweise Diisopropylethylamin und insbesondere 1,8-Diazabicy- 

45 clo[5.4.0]undec-7-en und als Losungsmittel Pyridin verwendet AnschlieBend werden die O-Benzoylgruppen und 
die Schutzgruppen der Nukleobasen mit konzentrierter waBriger Ammoniaklosung abgespalten. Dieses zwei- 
stufige Verfahren hat zum Vorteil, daB dabei keine Aminolyse der Phosphortriestergruppe auftreten kann. 

Nach dem Entschutzen wird die phosphorylierte Polynukleotidkette an eine Matrix gebunden und von den 
Reagenzien und vom nicht umgesetzten Material abgetrennt Als Matrix wird erfindungsgemaB eine Reversed 

50 Phase Matrix oder eine AffinitStsmatrix verwendet 

Als Reversed Phase Matrix wird vorzugsweise ein kaufliches Praparat verwendet, wie es von verschiedenen 
Firmen, wie z.B, Kieselgel 60 RP-18 der Firma Merck, Darmstadt vertrieben wird. Oblicherweise handelt es sich 
dabei um mit langerkettigen Kohlenwasserstoffen beschichtetes Kieselgelmaterial, wobei erfindungsgemaB 
Materialien Verwendung finden, die mit einer Kohlenwasserstoffkette von Cg bis Cia beschichtet sind Je nach 

55 Art des aufzutrennenden Materials ist es jedoch moglich. auch andere Reversed Phase Materialien zu verwen- 
den. 

Als Affinitatsmatrix wird erfindungsgemaB eine Matrix verwendet die immobilisierte, vorzugsweise monoklo- 
nale, Antikorper enthalt die gegen das Phosphorylierungsagens und zwar im besonderen gegen den Rest B als 
Hapten gerichtet sind. Die Herstellung und Isolierung von gegen ein bestimmtes Hapten gerichteter Antikdrper 
60 ist dem Fachmann bekannt Die Antikorper werden in an sich bekannter Weise auf ein Tragermaterial immobili- 
siert ZweckmaBigerweise werden solche Tragermaterialien verwendet die mit dem Antikorper kuppelnde 
Gruppen enthalten. wie z.B. reaktive Polystyrole, insbesondere Chlormethylpolystyrol oder Oxiranc enthaltende 
Polyacrylamidkugeln. die unter dem Namen Eupergit C von der Firma Rdhm Pharma GmbH, Weiterstadt 
erhaltlich sind. 

65 Obwohl es auch moglich ist das erfindungsgemaBe Verfahren im sogenannten Batch-Verfahren durchzufuh- 
ren. wird das Matrixmaterial vorzugsweise in eine Saule gefullt verwendet Das erfindungsgem&Be Verfahren 
kann sowohl mit einfachen, mit dem Matrixmaterial gefullten SSlulen als auch mit entsprechend gefiillten 
HPLC-Saulen durchgefuhrt werden. in einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden einfache Kartuschen. wie 
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2 B eine RP-C18-Karl^B der Firma Baker. Phillipsburg, New Jersey, USA, ^Hndet. 

Die Oxidation der^We wird zweckmaOigerweise an den festphasengebunSenen Po!ynukleot»den durchge- 
fOhrt Dabei wird das mit Subsianz beladene Matrixmaterial mil einer Losung eines Oxidationsmiitels behandelt. 
Als Oxidationsmittel finden alle Substanzen Verwendung, die Hydroxygruppen schonend zu Aldehyden oxidie- 
ren.VorzugsweisewerdenjedochPerjodaieundBleitetraacetateverwendei. 

Gegenstand der Erfindung ist weiter ein Verfahren zur Darsiellung des Phosphorylierungsreagenzes. Dabei 
wird ein Diol der allgemeinen Formel II 

I 

Y Y, X 

I I I 
HC C CH 

III 
OH OH CHY3 

I 

OH 

in der Y bis Y3 gleich B bis B3 sind oder eine mit B bis B3 verknupfbare Gruppe darstellen und X und B bis B3 die 20 
in Anspruch 1 definierie Bedeutung aufweisen. zuerst mit einem die benachbarten Diolhydroxyle schiitzenden 
Reagenz und dann die endstandige Hydroxygruppe mit einer Phosphorverbindung der allgememen Formel 
(RiR2R3)P (RiR2R3)PO Oder P(Ri-5)5 umsetzt, wobei die Reste R1-R5 gleich oder verschieden smd und gut 
hydrolysierbare Austriltsgruppen darstellen. . , ^ u u * 

Die Herstellungsweisen solcher Diole der allgememen Formel II smd vielfditig und dem Fachmann bestens 25 
bekannt. So ist es z.B. moglich, ausgehend von einer A y-ungesattigten Fettsaure durch Reduktion der Carbon- 
saurefunktion mit LiBH4 einen y, 5-ungesattigten Alkohol darzustellen. der wiederum durch Umsetzen der 
Doppelbindung mit HOCI oder vorzugsweise mit Os04 oder MnO-4 in den gewunschten Diol uberfuhrt wird. 
Eine weitere Moglichkeit. Verbindungen der Formel 11 darzustellen besteht in der Umsetzung von Glycennal- 
dehyd mit Acetaldehyd mittels einer Aldoladdition und anschlieBender Verknupfung des Restes B mit der 30 
Aldehydfunktion sowie Oxidation der gebildeten Doppelbindung zum Diol. . ^ ' . . 

Bevorzugt wird als Diol der allgemeinen Formel 11 ein Kohlenhydrat, insbesondere em Zucker wie ein 
Penta-oder Hexasaccharid verwendet. ZweckmaBigerweise werden dazu erfindungsgemaB Ribosen, Glucosen, 
Mannosen, AMosen und andere geeignete Zucker verwendet, die leicht mit einem Rest B auf an sich bekannte 
Weise verknupft werden. Besonders bevorzugt werden erfindungsgemaB Ribonukleoside wie z.B. Adenosm. 35 
Uridin, Guanosin, Cytidia Inosin und Thymldin oder andere mil Ribose verknupfie Naturstoffe wie z.B. Ribofla- 
vine als Diole der allgemeinen Formelll verwendet. , . ^ 

Solche leicht zuganglichen Diole werden gegebenenfalls nach dem Schutzen weiterer reaktiver Gruppen mit 
einem Hapten oder einer hydrophoben Verankerungsgruppe wie 2.B. einer langkettigen Fettsaure. emem 
Alkohol Oder einem aromatischen Ringsystem wie Naphthalin bzw. deren substituierten Derivaie umgesetzi. 40 

Diese hydrophoben Reste bzw. das Hapten wird. sofem es nicht schon von vorneherem im Diolmolekul 
vorhanden ist. wie z.B. bei langkettigen Alkoholen. mittels dem Fachmann bekannten Verfahren mit dem 
Diolrest verknupft. Hierfur haben sich insbesonders Reaktionen mit einer Aldehydgruppe oder auch einfache 
nukleophile Substitutionen z.B. mittels Jod oder Paratolulsulfonat als Austriltsgruppen bew^hrl. 

Als Schutzgruppen fur die benachbarten Diole sind insbesondere Benzoesaure oder Acelon geeignet, die zu 45 
den entsprechenden Benzoesaureestern bzw. zur Isopropylidenverbindung unter Wasserabspaltung umgesetzi 
werden, und als Schutzgruppe fur die endstandige ublicherweise 5'-Hydroxygruppe wird vorzugsweise ein 
Dimethoxytritylchlorid Oder ein Anisoylderivat verwendet ^ r^. . • . 

Als Phosphorverbindungen. die erfindungsgemaB mit dem freien Hydroxylende des Diols umgesetzi wird. 
haben sich sowohl drei- als auch funfwertige Verbindungen des Phosphors als geeignet erwiesen. Vorzugsweise 50 
werden im erfindungsgemSBen Verfahren jedoch dreiwertige Phosphorverbindungen wie Phosphoramidite 
verwendet die nach Verknupfung mil dem freien Hydroxyende des Diols der allgemeinen Formel II mittels Jod 
zum funfwertigen Phosphat oxidiert werden. Insbesondere wird diese Oxidation nach dem Umsetzen des 
erfindungsgemaBen Phosphorylierungsreagenzes der allgemeinen Formel I mit dem Polynukleotid durchge- 
fuhrL 

Mit Hilfe des erfindungsgemaBen Verfahrens ist es moglich, an ihrem 5'-Ende phosphorylierle Polynukleotide 
auf einfache Weise und mit hoher Ausbeute herzustellen. ohne daB das Produkt die in biologischen Experimen- 
ten storenden, nicht phosphorylierten Polynukleotide enthalt. 

Auf diese Weise konnen Polynukleotide mit Langen von uber 50 Monomeren hergestellt werden. die auch in 
einer Polyacrylamid Gelelektrophorese ein reines Produkt zeigen. Werden die erfindungsgemaB bevorzugten eo 
Phosphoramiditderivate als Phosphorylierungsreagenz der allgemeinen Formel I verwendet. so isi es moglich, 
das erfindungsgemaBe Verfahren in der gebrauchlichen DNA-Synthesestraiegie anzuwenden. Die erfindungs- 
gemaBen Phosphorylierungsreagenzien sind leicht zuganglich und die Reinigung und Abspaltung der jeweihgen 
Reagenzien werden mil einfachen kauflichen Substanzen durchgefuhrt Durch das Aniagern der Polynukleotide 
an eine feste Phase ist das zeitraubende und verlustreiche Abtrennen der Reagenzien mittels chromatographic 65 
schen Methoden unnotig geworden. da diese einfach mil einem Ldsungsmittel abgespiilt werden. Die Gewin-. 
nung des gereinigten 5'-phosphorylierien Polynukleotids wird mit ubiichcn Reversed-Phase-HPLC-Puffern 
durchgefuhrt. Diese sind dampffluchtig und entweichen daher bei der Gefriertrocknung. Auf diese Weise wird 
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ein Polynukleotid erhalien, das sich vollig gleich verhait wie ein herkommlicffmirch eine enzymatische Kinasere- 
aktion gewonnenes 5'-phosphoryliertes Polynukleotid. Da samtliche VerfahrensmaBnahmen an fester Phase und 
durch Zupipettieren der gelfisten Reagenzien durchgefuhrt werden ist es moglich, das erfindungsgemaBe Ver- 
fahren zu automatisieren. Dadurch kann die Reinigung und anschlieBende Klonierung dieser Oligonukleotide an 
einem einzigen Tag durchgefOhn werden. 

Beispiel 1 

Synthese der Dinitrobenzyloxyethyl-Monomere 
1 . 3,5-Dinitrobenzyloxyethanol 



In 100 ml Tetrahydrofuran werden zuerst 70 ml Glykol und dann 0,67 g Natrium (28,0 mMol) gelost und nach 
Abkuhlen auf 0**C 5,0 g 3,5-DinitrobenzylchIorid (26,0 mMol, geldst in 40 ml Tetrahydrofuran) innerhalb 2 

15 Stunden unter Riihren bei O'^C zugetropft. Man laBt die Losung sich auf Raumtemperatur erwarmen und riihrt, 
bis die Reaktion voDstandig abgelaufen ist. Das Reaktionsende wird mittels einem Diinnschichtchromatogramm 
bestimmt, Eluens: Essigsaureethylester; rF — 0.58. AnschlieBend wird der gesamte Ansatz mit 700 ml gesattigter 
NaHCOa-Losung ausgeschutteli. Die organische Phase schutteh man zweimal mit je 100 ml Dichlormethan und 
wascht anschlieBend zweimal mit je 300 ml Wasscr. Nach dem Trocknen der Dichlormethan- Phase wird das 

20 Ldsungsmittel unter Vakuum abgedampft und der Ruckstand aus Toluol kristallisiert. Die Ausbeute betragt g 
(66,7%). Im ^H-NMR sind die ^H-Resonanzen qualitativ und quanthativ dem Produktmolektil zuortbar. Das 
Massenspektrum zeigt einen Massenpeak beim Verhaltnis m/e 242 (berechnete relative Molekularmasse 

(C9HioN206):242). 

25 2. p-ToluolsuIfonsaure-(3,5-dinitrobenzy!oxy)-eihylester 

4,0 g 3,5-DinitrobenzyIoxyethanol (16,3 mMoI) und 6.0 g p-Toluolsulfonsaurechlorid (28.0 mMoI) werden in 
80 ml Pyridin gelost und bei Raumtemperatur geruhrt. Das Reaktionsende ist nach ca. 3 Stunden erreicht. Das 
Reaktionsende wird mittels einem Diinnschichtchromatogramm bestimmt. (Eluens: Essigsaureethylester, n-He- 

30 xan 7:3; rF=«0,82). Nach Abdampfen des Pyridins unter Vakuum wird der Ruckstand mit 700 ml 5%iger 
Na2C03-L6sung ausgeschuttelt. Die organische Phase schiiitelt man zuerst zweimal mit je 100 ml Dichlorme- 
than aus und wascht anschlieBend zweimal mit je 300 ml Wasser. Nach dem Trocknen der Dichlormethan-Phase 
liber Na2S04 wird das Losungsmittel unter Vakuum abgedampft und der Ruckstand aus Toluol kristallisiert. Die 
Ausbeute betragt 5,9 g (91.4%). Im 'H-NMR sind die ^H-Resonanzen qualitativ und quantitativ dem Produktmo- 

35 lekiil zuortbar. Elementaranalyse, berechnet {%)/ gefunden (%), (C16H16N2O8S1): C, 48, 48 / 49, 47; H, 4,07 / 4,14; 
N, 7,07 / 7,30. Das MS zeigt einen Massenpeak beim Verhaltnis m/e 396 (berechnete relative Molekularmasse: 
396). 

3.5'-0*4,4'-Dimethoxytrityl-2'.3'-0-dibenzoyIuridin 

40 

Zu einer Losung von 6.0 g Uridin (24.6 mMoI) in 90 ml Pyridin werden bei O'C 9,15 g 4.4'-DimethoxytrityIchlo- 
rid (27,1 mMoI) gegeben. Nach einer Stunde Reaktion bei 0°C und weiteren drei Stunden bei Raumtemperatur, 
wobei die Reaktion durch Diinnschichtchromatographie kontrolliert wird (Eluens: Dichlormethan, Ethanol, 
Pyridin 94,5:5:0,5, rFs-0,23) werden 6,6ml Benzoylchlorid zugegeben und weitere 30 Minuten geruhrt 

45 (rF = 0,70). Hiernach hydrolysiert man mit 20 ml H2O fiir 15 Minuten und dampft im Vakuum ein. Der Ruckstand 
wird mit 600 ml 5%iger Na2C03- Losung ausgeschuttelt und dreimal mit 70 ml Dichlormethan extrahiert Nach 
Trocknen der Dichlormethanphase uber Na2S04 dampft man das Ldsungsmittel ab. Durch mehrmaliges Aufld- 
sen und Abdampfen des Ruckstandes mit Toluol wird das rohc Produkt pyridinfrei gemacht. Die Reinigung 
erfolgt mittels einer Kieselgel-Saulenchromatographie (Saule 5 cm Querschnitt, 160 g Si60H, Eluens: Essigsau- 

50 reethylester/Hexan/Fyridin 49, 75 / 49, 75 / 0,5). Reine Fraktionen werden nach Eindampfen und Aufnehmen in 
10 ml Toluol aus Essigester. n-Pentan (50 ml: 950 mi) prilzipitiert Ausbeute: 12.7 g (68,4%); *H-NMR: die 
'H-Resonanzen sind qualitativ und quantitativ dem Produktmolektil zuortbar. Elementaranalyse, berechnet (%)/ 
gefunden (%), (C44H38N20O10): C 70,01 / 70.05; H, 5,07 / 5,07; N, 3,71 / 3,53. Das FAB-MS (Xe) zeigt einen 
Massenpeak beim Verhaltnis m/e 754 (berechnete relative Molekularmasse: 754). 

55 

4. N^-(3,5-DinitrobenzyloxyethyI)-3',2'-0'dibenzoyluridin 

8,3 g 5'-0-4,4'-Dimethoxytrityl-2',3'-0-dibenzoyluridin (10,9 mMol) und 4,8 g p-Toluolsulfonsaure(3,5-dinitro- 
benzyloxy)-ethylester (12,2 mMol) werden in 70 ml trockenem Dimethylsulfoxid gelosL Nach Zugabe von 4,0 g 

60 trockenem kristallinen IC2CO3 wird ca. 20 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt und die Reaktion mittels 
Dunnschichtchromatographie kontrolliert; (Eluens: Essigsaureethylester, n-Hexan 7 : 3; rF = 0,56). Der Reak- 
tionsansatz wird in 800 ml konzentrierte NaHCOs-Losung ausgeschuttelt. Die organische Phase schiittelt man 
zweimal mit je 100 ml Dichlormethan und wascht anschlieBend zweimal mit je 300 ml Wasser. Nach Trocknen 
der Dichlormethan-Phase wird das Losungsmittel unter Vakuum abgedampft und der Ruckstand mit zweimal 

65 100 ml Toluol unter Vakuum coevaporiert. Hiernach werden zum Ruckstand 250 ml 3%ige Trichloressigsaure 
(in Dichlormethan. W/V) gegeben und zwei Minuten bei Raumtemperatur geruhrt (rF«0,22). Die Reaktion wird 
durch Zugabe von 30 ml Pyridin gestoppt Den Reaktionsansatz schuttelt man zweimal mit je 400 ml Wasser aus 
und engt unter Vakuum zum Ol ein. Der Ruckstand wird in 15 ml Toluol aufgenommen und aus Essigsaureethy* 
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lester, n-Hexan (50 m1^^^ ml) prazipitiert. Das Prazipitai wird aus Methanc^^ol (9 : 1) umkristallisiert. Die 
Ausbeute betragi5.6 g^TO'Vb). Im ^H-NMR sind die ^H-Resonanzen qualitativ und quantiiaiiv dem Produktmo- 
lekQ] zuortban Elementaranalyse, berechnet (o/o)/ gefunden (%). (C32H28N40i3): C, 56.80/57,81 ; H, 4,17/4,32; N. 
8,28/8,40. Das MS zeigt einen Massenpeak beim Verhaknis m/e 677 (berechnete relative Mo!ekularmasse: 677). 

5 

5. N^.(3.5-Dinitrobenzyloxyeihyl)-2\3'-0-dibenzoyluridin-5^0-(2-cyanoethyl)-diisopropy1amido-p 

Alle Arbeiten werden unter Argon ausgefuhrt. 0.5 g N3-(DinitrobenzyloxyethyI)-3',2'-0-dibenzoyluridin 
(0.69 mMoI) werden in 10 ml irockenem Toluol gelosi und unter Vakuum eingedampft, urn Spuren von Wasser 
azeotrop zu entfernen. Der RQcksiand wird in 25 ml trockenem Tetrahydrofuran gel5st, 0,63 ml Diisopropylet- lo 
hylamin (3.61 mMol) zugegeben und aut O'^C abgekuhlt Durch ein Gummiseptum werden 0,31 ml Diisopropyla- 
min-2-cyanoethoxychlorophosphin (1.62 mMol) mit einer Spritze innerhalb 3 Minuten bei 0*C unter Ruhren der 
Tetrahydrofuraniosung zugegeben. Die Losung wird noch weitere 30 Minuten bei O^'C und 10 Minuten bei 
Raumiemperatur geruhrt. Die Reakiion verfolgt man mittels Dunnschichtchromatographie (Essigsaureethyle- 
ster. n-Hexan. Pyridin 59,5 :40 :0,5; Edukt rF = 0,69. Produkt rF = 0.80). Der Reaktionsansalz wird mit 250 ml t5 
5%i*ger waBriger eiskalter Natriumcarbonatlosung (Argon-gesaitigt) ausgeschuttelt und das Gemisch mit 50 ml 
Dichlormethan (Argon-gesattigt) extrahiert. Die organische Phase irocknet man uber Natriumsulfat und engi 
zum Ol im Vakuum bei Raumtemperatur ein. Die Reinigung erfolgt durch eine Saulenchromatographie:(Saulen- 
querschnitt 3 cm, 50 g AI2O3, neutral. Eluens: Dichlormethan, n-Hexan. Pyridin — 89 : 10 : 1). Reine Fraktionen 
werden gesammelt und nach dem Einengen am Rotationsvcrdampfer unter Vakuum zum Ol noch zweimal mit je 20 
100 ml Toluo! evaporiert. Das Produkt lyophilisiert man uber Nacht aus 20 ml Benzol. Die Ausbeute betragt 
0.2 g (33,1%). Das MS zeigt einen Massenpeak beim Verhaltnis m/e 877 (berechnete relative Molekularmasse 
(C4iH45N60i4Pi):877). 

Beispiel 2 25 



Synthese der Oktyl-Monomere 
4.N^-Oktyl-2',3'-0-dibenzoyluridin 

30 

Die Darstellung erfolgt analog derjenigen des N^-(3,5-Dinitrobenzyloxyethyl) -3',2'-0-dibenzoyluridin, jedoch 
mit 0.75fachem Ansatz: 5,0 g 5'-0-4.4'-Dimeihoxytrityl-2'.3'-0-dibenzoyluridin (6.6 mMol), 1.8 g Oktyljodid 
(7,5 mMol), restliche Chemikalien 3/4 der Menge von Beispiel 1.4, Das Oktyljodid ist nach 3 Stunden bei 
Raumtemperatur umgesetzt (Reaktionskontrolle durch Dunnschichtchromatographie; Essigsaureethylester, 
n-Hexan. 1:1; Edukt rF = 0.29. Produkt rF-0.53). Nach der Detritylierung und Ausschuttein erfolgt die Reini- 35 
gung durch eine Saulenchromatographie (Saulenquerschnitt 5 cm, 80 g Silicagel Si60H. Eluens: Petrolether. 
Essigester 7 :3). Reine Fraktionen werden gesammelt und nach dem Einengen am Rotationsvcrdampfer unter 
Vakuum als Ol bei -20°C gelagert. Die Ausbeute betragt 2g (50%). Im »H-NMR sind die 'H-Resonanzen 
qualitativ und quantitativ dem Produktmolekul zuortbar. Elementaranalyse: berechnet (%)/gemessen (%), 
(C31H36N20O18) : C. 65,96/67.29; H. 6,38/6,68; N, 4,96/4,55. Das FAB-MS (Xe"*") zeigt einen Massenpeak beim 40 
Verhaltnis m/e 565 (berechnete relative Molekularmasse: 565) . 

2. N^-Oktyl-2',3'-0-dibenzoyluridin-5'-0-(2-cyanoethyI)-diisopropyIamido-phosphit 

AHe Arbeiten werden unter reinem Argon durchgefuhrt. 0.65 g N^-Oktyl-2'.3'-0-diben2oyluridin (1,15 mMol) 45 
werden in 10 ml irockenem Toluol gelost. Spuren von Wasser entfernt man durch azeotropes Destillieren im 
Vakuum. Der Ruckstand wird in 35 ml trockenem Tetrahydrofuran gelost und 1,0 ml Diisopropylethylamin 
(5,73 mMol) zugegeben. Durch ein Gummiseptum werden 0.44 ml Diisopropylamino-2-cyanoethoxy-chloro- 
phosphin (230 mMol) mit einer Spritze innerhalb 3 Minuten bei Raumtemperatur unter Ruhrender Tetrahydro- 
furaniosung zugegeben. Die Losung wird noch weitere 15 Minuten geruhrt. Die Reaktion verfolgt man mittels 50 
Dunnschichtchromatographie (Essigsaureethylester, n-Hexan, Pyridin 59.5 : 40 :0.5; Edukt rF«0.68, Produkt 
rF=0,90). Der Reaktionsansatz wird mit 250 ml 5%iger waBriger eiskalter Natriumcarbonatlosung (Argon-ge- 
sattigt) ausgeschuttelt und das Gemisch mit 50 ml Dichlormethan (Argon-gesattigt) extrahiert. Die organische 
Phase trocknet man uber Natriumsulfat und engt zum Ol im Vakuum bei Raumtemperatur ein. Verbliebene 
fluchtige Substanzen werden durch mehrmaliges Abdampfen mit irockenem Toluol entfernt. Der filige ROck- 55 
stand wird bei -20^C aufbewahrt, Ausbeute: 0.7 g (80%). FAB-MS (Xe"*") zeigt einen Massenpeak beim 
Verhaltnis m/e 765 (berechnete relative Molekularmasse (C40H53N4O9P1) : 765. 

Beispiel 3 

60 

Oligodesoxyribonukleotidsynthese mit den modifizierten Uridinen am 5'-Terminus 

Die Synthese wird an einem Applied Biosystems DNA-Synthesizer Modell 380 A (Applied Biosystems Inc. 
Foster City, CA, USA) durchgefuhrt Es werden die original Cycien abbe 1 1 (fur I^Mol Synthesen) und ssbcl02 
(fur 0,2jiMol Synthesen) verwendet (Applied Biosystems User Bulletin DNA Synthesizer Issue No. 36, Juli 1, 65 
1986 (Revised)). Das N^-Oktyl-2',3'-0-dibenzoyJuridin-5'-0-{2-cyanoeihy!)-diisopropylamido-phosphil setzi 
man als Losung in trockenem Acetonitril (70 mg/ml, analog zu Thymidin) zur automatisierten Synthese ein. Das 
N -(3,5- Dinitrobenzyloxyethy l)-2',3'-0-dibenzoyluridin-5'-0-(2-cy anoethyl) diisopropylamido-phosphit lost sich 
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schlecht in AcetonitriL Hier werden ca. 20 mg/ml in trockenem Acetonitril^rosi. Wegen der langen Standzeiten 
dicser L5sungen in den TeflonschUuchen des DNA-Synthesizers wird der Kopplungsschritt zweimal durchge- 
fuhrt (wenn die Kopplung nur einmai pro Oligodesoxynuklcotidsyn these durchgefuhrt wird. kdnnen wahrend 
der langen Standzeiten Sauerstoff und Wasserdampf durch die Tcflonschlauche diffundieren. wodurch die 
5 Ausbeute sinkt). Die Kopplungsschritte. fur 1 m-MoI Synthesen waren wie folgt: 2s Tetrazol zum Abfall, 10s Base 
und Tetrazol zur Saule (FIuBrate: 1.5 ml/minX 120s warten; die Schritte werden wiederholL 0;2jiMol Synthesen 
wurden foIgendermaBen durchgefuhrt: 2 s Tetrazol zum Abfall. 5 s Base und Tetrazol zur Saule, 10 s warten. 4 s 
# 18 (Acetonitril) zur Saule. 20 s warten; die Schritte werden wiederholt. Fiir die Entschutzung und Abspahung 
der synthetisierten Oligodesoxynukleotide wird ebenfalls ein Siandardtcrminationscyclus benutzt. Jedoch wird 
10 dabei anstelle der Thiophenollosung #8, welche die Standard-Reaktion vorsieht. wird eine 5%ige L6sung von 
I,8-Diazabicyclo-(5.4.0)-undec-7-en in trockenem Pyridin verwendet. Die Syntheseschritte fur l.O sowie 0.2p.Mol 
Synthesen waren wie folgt: 30 s #8 zur SSuIc (FIuBrate ca. 1,5 ml/min). 600 s warten. 15 s #8 zur Saule. 600 s 
warten. 

]5 BeispieM 

Reinigung von Dinitrobenzyloxyethyl-U-oligodesoxynukleotiden 
1. Reinigung und Immobilisierung von Ig 22/20 

20 

Die Reinigung erfolgt nach Dissertation Rudolf Mieran. 1983. S. 18-19, Univ. Koln. 

Immobilisierung: Der gereinigte Antikorper Ig 22/20 wird in einen Phosphatpuffer (0.1 M KH2PO4 - pH « 8,0) 
umdialysiert Auf I g Eupergit C, (Kugein aus Polyacrylamid. mit Oxiranringen als kupplungsfahige Gruppen) 
werden 10.0 mg Ig 22/20 in 9.0 ml Phosphatpuffer (der 0.1% p-Hydroxybenzoesaureethylester enthalt) 48 

25 Stunden bei Raumtemperatur geschuttelt. Durch mehrmaliges Dekaniieren und Zugeben wird der beladene 
Antikorper auf Capp-Puffer eingestellt (10% Ethanolamin, 0,2% Natriumacid auf pH ==9,0 mit HQ eingestellt). 
Das gecappte Eupergit C wird abgenutscht, erst mit 50 ml Wasser und dann zweimal mit je 50 ml PBS gewa- 
schen (PBS - Phosphate Buffered Saline. 140 mM NaCl. 10 mM KCl. 8 mM NajHPO*. 2 mM KH2PO4). Das 
Material fiillt man in eine Saule. Die Antikdrpersaule ist in PBS (mit 0,3% Natriumacid W : V) monatelang bei 

30 4°Clagerbar. 

2. Affinitatschromatographie von Dinitrobenzyloxyethyl-U-oligodesoxynukleotiden 

Die Antikorpersaule wird mit ca. 12 ml PBS gewaschen. 1/3 bis 1/5 des rohen Syntheseproduktes wird nach 
35 dem Entschulzen, wie in Beispiel 5 beschrieben. und Lyophylisieren in 1 ml PBS geldst und auf die Antikorper- 
saule bei Raumtemperatur aufgetragen. Mit weiteren 8 ml PBS wischt man diejenigen Oligodesoxyribonukleo- 
tide aus, die kein Dinitrobenzyloxyethyl-U enthalten aus. Das Produkt wird mit 3 ml einer 80 mM Losung von 
N-(2.4-Diniotrophenyl)-capronsaure in PBS von der S^ule eluiert Die dritte ml-Fraktion enthalt das Produkt. 
Diese Fraktion wird gefriergeirocknet und danach einer Flussigphasenabspaltung unterworfen, wie in Beispiel 5 
40 unter 2. beschrieben. 

Beispiel 5 

Reinigung von Oktyl-U-oligodesoxyribonukleotiden 
1. Reinigung mitlels Reversed Phase Kartusche: 



AS 



Dabei entschiitzt man das Oligonukleotid uber Nacht bei SS^'C in 25%igem Ammoniak, wie bei ublichen 
Synthesen. Hiernach wird der entschutzte Ansatz mit 80%tger Essigsaure (mit ca. 1/3 an Volumen der NH3-L5- 

50 sung) neutralisiert. Zeitlich parallel spannt man eine Kartusche (Firma Baker. RP Cis) senkrecht ein und wSscht 
10 Minuten mit zweimal 500nl 50% MeOH, Dabei laBt man die Losung langsam durchlaufen und erzeugt 
gegebenenfalls mit einer Gilsonpipette etwas Gas-Druck. Die Kartusche wird nun dreimal mit 5QQ\l\ 0,1 M 
Triethylammoniumacetat Puffer (TEAA), pH 7,0 equilibriert und anschlieBend tragi man je nach Synthese-Quali- 
tat und -Menge (0,2 oder l,0|xMoi-Synthese) 1/3 bis 1/5 der Gesamtsynthese an neutralisierter Oligonukleotid- 

55 Losung langsam auf die Kartusche auf. Dann wird dreimal mit 300^1 15% Acetonitril (in 0,1 M TEAA. pH 7) 
gewaschen, um die Oktyl-freien Oligonukleotide zu entfernen. Bei Oligonukleotiden groBer 20mere benutzt man 
12% Acetonitril. Nun wird, wie zuvor. nochmals mit 0.1 M Triethylammoniumacetat- Puffer, pH 7.0equillibriert. 

Zur Oxidation der Cis-Diole am Uridin wascht man mindestens 15 Minuten lang die Kartusche dreimal mit 
300|xl 50 mM NaJ04-Losung. Dabei muB die Zeit gut eingehalten und nur hydrostatischer Druck verwendet 

60 werden. Die Kartusche wird durch zweimaliges Waschen mit 300|il H2O von Salzen befreit. 

Die oxidierte Ribose wird durch 30minutiges Waschen der Kartusche mit viermal 300iil 5%igem waBrigem 
Triethylamin einer )9-Eliminierung unterzogen. Auch hier muB die Zeit gut eingehalten und nur hydrostatischer 
Druck angewendet werden. SchiieBlich wird die Kartusche von Triethylamin durch viermaliges Waschen mit 
300^1 0.1 M TEAA. pH 7 befreit und das 5' phosphorylierte Oligonukleotid mit zweimal 200|il 15% Acetonitril 

65 (in 0.1 M TEAA. pH 7,0) von der Kartusche eluiert, Danach wird mit der gleichcn Menge an 30%igem Acetonitril 
die Elution wiederholt und das Eluat in einem Eppendorf-GefaB aufgefangen. 

Die Ldsung lyophilisiert man im Hochvakuum. Nach Aufnahme des Ruckstandes in 20jil H2O wird emeut im 
Hochvakuum lyophilisiert. um Reste von Triethylammoniumacetat zu entfernen. Das fertige 5'-phosphoryIierte 
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j^^^IieBend in einem Lagerpuffer (10 mmolar Tris/Hd(^^n 



Oligonukleotid wird^^^lieOend in einem Lagerpuffer (10 mmolar Tr is/ H(!^^^m molar EDTA, pH 8,0) aufge- 
nommen. 

2.Reinigung mittels HPLC: 

5 

Die Probe wird, wie zuvor beschrieben, entsalzt. Hiernach wird 1/3 bis 1/5 der neutralisierten Losung auf einer 
Ci8-Reversed-Phase-HPLC chromatographiert, wobei sich das erfindungsgemaQ gewonnene Oligonukleotid 
analog den 5'-DimethoxytrityIoligodesoxynukIeoiiden verhall. Reine Fraktionen konnen nach Verdunnen mit 
Wasser auf 12% Acetonitril mittels einer Cig-RP-Kartusche wie zuvor beschrieben, weiter behandelt werden. 
Bei Ollgodesoxynukleotiden die linger als 40 Basen sind. sollie eine Flussigphasenabspaltung durchgefuhrt to 
werden. Die gesammelten HPLC-Fraktionen werden vereinigt und im Hochvakuum eingedampft Fur die 
anschliessende Flussigphasenabspaltung wird der Ruckstand in 50^,1 25 mM NaJ04 gelost und 10 Minuten bei 
Raumiemperatur inkubiert Hiernach werden 50^1 25 mM Rhamnose zugegeben und ebenfalls 10 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Zuletzt werden lOOpiI 5%ige Triethylamin-Losung zugegeben und 20 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktionslosung dampft man dann im Hochvakuum ein und entsalzt durch eine is 
DEAE 52-Saulenchromatographie. Dafur werden ca. 50 mg DEAE 52 lonenaustauscher in 1 ml 2 M Triethylam- 
moniumhydrogencarbonai (pH 7,5 bis 8) auf Eis 30 Minuten lang gequollen und etwa 20 mm^ gequollenes DEAE 
52-Materia! wird in eine kleine Saule gefullt und mit dreimal 300^1 0,1 M Triethylammoniumhydrogencarbonat 
(pH 7,5 — 8) gewaschen. Die Oligonukleotid-haltige Losung wird nach Verdunnen auf 10 mM an Salzen langsam 
durch die Saule passiert Die Saule wascht man danach mit zweimal 200p,l 0,1 M Triethylammoniumhydrogen- 20 
carbonat (pH 7.5 bis 8) und danach wird das Oligonukleotid mit zweimal 200^.1 2 M Trielhylammoniumhydrogen- 
carbonat (pH 7,5 bis 8) von der Saule eluiert und in einem EppendorfgefaB aufgefangen. Die Probe lyophilisiert 
man Im Hochvakuum und nimmt die DNA in TE-Lagerpuffer auf. Wenn Salzreste nicht unbedingt storen ist es 
auch mdglich, eine Ethanolfallung durchzufiihren. Die Losung wird nach der AbspaltungS'/Eliminierungsreak- 
tion lyophilisiert, in 40]i\ Wasser aufgenommen und mit 120^1 Ethanol versetzt. Nach 2 Stunden bei O^'C 25 
zentrifugiert man 5 Minuten in einer Eppendorfzentrifuge, 1400 rpm. Der Oberstand wird abgehoben und der 
Ruckstand im Hochvakuum getrocknet. 



Beispiel 6 

Wie in den vorhergehenden Beispielen beschrieben, wurden folgende Dinitrobenzyloxyethyl- (DNB) und 
Oktyl(OICT) Uridin- (U) Oligonukleotide hergestellt: 



30 



1. DNB-U-16C,Okl-LI-16C. 16/17mere 

DNB/OKT'U-5'-GGT.TTT.CCC.AGT.CAC.G-3' 35 

2. OKT-U-l6T,16/17mer 
OKT-U-5'-GGT.TTT.CCT.AGT.CACG-3' 

3. P[EROTCR,Mutageneseoligonukleotid 
Okt-U-5'-CAG.ATCATCTAA.CCT.CA-3' 

4. TN5TM. Mutageneseoligonukleotid 40 
Okt-U-5'-GTT.CAA.TCA.TGA.TAT.CCG.ATC.CTCj\TC-3' 

5. REIREP81, Mutageneseoligonukleotid 

Okt.U-5'-CTATCA.GCT.CACTGCAAC.CGG.AAG.ACA.TCG.CGA-3' 

6. SALFX A, Mutageneseoligonukleotid 

Okt-U-5'-CAT.CCT.TTATGGTCG.CCCTAC.CCTrGATGT.CGA,CGGTCGAAA.7TC.ACCTC-3' 45 

Die Oligonukleotide wurden gereinigt und einer analytischen Polyacrylamid-Gelelektrophorese unterworfen. 
Die Ergebnisse sind in Fig. 1 dargestellt. Fig. 1 zeigl die Ergebnisse einer analytischen Polyacroylamid-Gelelek- 
irophorese von rohen und gereinigten Okt/DNB-U-Oligonukleotiden, 

1: Okt-U-16C roh; 2: Okt-U-16C Kartuschen-gereinigt; 3: 16C kinasiert und Gel-gereinigt; 4: DNB-U-16C 50 
Affinitatsgereinigt; 5: Pierotor roh; 6: Pierotor Kartuschengereinigt; 7: Tn5tm roh; 8: Tn5tm ICariuschen-gerei- 
nigt.; 9: REIrepSl roh; 10: REIrep81 Kartuschen-gereinigt; 11: REIrep8I RP-HPLC-gereinigt, anschlieflend auf 
der KLartusche abgespalten; 12: SalFXa RP-HPLC-gereinigt; 13: SalFXa RP-HPLC-gereinigt mit anschlie&ender 
Flussigphasenabspaltung. 

Die Zahlen iiber den Balken geben L^nge oder Oligonukleotide nach Abspaltung des Uridin-Restes an. Das 55 
Gel enthalt 14% Polyacrylamid und die Oligonukleotide wurden mit "Stains Air (Applied Biossystems Inc, User 
Bulletin) angcf^rbt. Daraus ist ersichtlich, daB es mit dem erfindungsgemaBen Verfahren moglich ist, phosphory- 
lierte Oligo- und Polynukleotide in reiner Form darzustetlen. 

Beispiel 7 so 

Die biologische Aktlvitat der erfindungsgem^B phosphorylierten Nukleotidsequenz Nr. 1 des Beispiels 6 
wurde mittels der Markerausbeuien von Mutagenesen im Vergleich mit einem sequenzgleichen kinasierten 
Oligonukleotid verglichen. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt. 

65 
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Oligonukleotid Art der 5'-Phosphorylierung 

16C enzymatisch auf herkommliche Weise mit Kinase 66 

phosphoryliert und durch PAGE gereinigt 
Olct-U-16C crfindungsgemaB phosphoryliert 88 

gereinigt durch RP-HPLC 

Mutagenesemethode3.3.L5(Nuc1.AcidsRes. 12.9441 -9456(1984)). 

Y: durchschnittliche Markerausbeute. Anzahl der Primartransfektanten mindestens 1300, mindestens 500 
Sekundartransfektanlen gezahlt. . . 

Diese Ergebnisse belegen die hohe Ausbeuie an biologisch aklivem Material, das gemaB dem erfindungsge- 
maBen Vcrfahren gewonnen wurde im Vergleich zu hcrkomm lichen enzymatischen Phosphoryherungsverfah- 
ren. 

Patentanspruche 

1. Phosphorylierungsreagenz, insbesondere zur Phosphorylierung des 5'-Hydroxyendes von Oligo- und 
Polynukleotiden,gekennzeichnet durch die allgemeine Formel I 









B 


B, 


1 

X 


1 

HC 


— C — 


1 

C— H 


1 

O 


1 

O 


1 

CHBj 


1 

R 


1 

R 


1 

O — P 



wobei 

P eine mit einer OH-Gruppe reaktive Phosphat- oder Phosphitgruppe und 

R eine abspaltbare OH-Schutzgruppe darstellt, X - H, OH. Halogen. AlkyI oder Alkoxy ist oder eine 
Alkylen- oder Oxyalkylenoxy-Briicke zu B. B] oder B3 darstellt. 

einer der Substituenten B bis B3 eine hydrophobe Verankerungsgruppe oder ein an einen Anlikorper 
bindendes Hapten darstellt. die anderen Substituenten B bis B3 H oder niedrig Alkyl, B2 auch eine Einfach- 
bindung. bedeuten. ^ • . „ 

2. Reagenz nach Anspruch l.dadurch gekennzeichnet, daS P einen -P(RiR2) Rest darstellt, wobei Ri und R2 
gieich Oder verschieden sind und eine Ci- bis C4-Alkyl-, Alkeny!-. Aryl- oder substituierte Aryl-, Halogen-. 
2-(p-Nitrophenyl)ethyl-, 2-CyanoethyI-, Diisopropylamidogruppe darstellen. 

3. Reagenz nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die abspaltbare OH-Schutzgruppe Ether- 
oder Estergruppe, insbesondere eine Benzoyl-, Silyiether-, Dimethoxytrityl- oder Isopropylidengruppe ist. 

4. Reagenz nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB B eine Alkylgruppe 
mit 6 bis 20 C-Atomen, eine Arylgruppe, eine substituierte Arylgruppe oder heterocyclische Arylgruppe 
Oder substituierte Alkylgruppe darstellt. „ , 

5. Reagenz nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Alkylgruppen 8 
bis ISC-Atome aufweisen. . » . o 

6. Reagenz nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet, daB X mit B. Bi oder B3 
liber eine Acetalbriicke verbunden ist. * 

7. Reagenz nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet. daB X zusammen mit B 
einen Zucker ausbildet . 

8. Reagenz nach einem der vorhergehenden Anspruche. dadurch gekennzeichnet. daB em Reagenz verwen- 
det wird, bei dem B eine Naphthylgruppe. eine Mono-. Di- oder Trinitro benzyl-, eine Dinitrobenzyloxyet- 

hylgruppc darstellt. . . « « • ki3 c r>- - 

9. Reagenz nach einem der vorhergehenden Anspruche. dadurch gekennzeichnet, daB B em N -(3,5-Dinitro- 
benzyloxyethyl)-2',3'-o-dibenzoyluraciIrestist i an 1 

10. Reagenz nach einem der AnsprQche 1 bis 8. dadurch gekennzeichnet. daB B em N^-Octyl-2'3'-o-diben- 
zoyluracilrest ist 3 

11. Reagenz nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet. daB es N -Octyl- 
2',3'-o-dibenzoyluridin-5'-o-(2-cyanoethyldiisopropylamido-phosphit)- oder N^-(33-Dinitrobenzyloxyet- 
hyl)-2'.3'-o-dibenzoyluridin-5'-o-{2-cyanoethyI)-diisopropylamidophosphilist 

12. Reagenz nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB cs das benachbarte 
DioIinCis-Steliungenthalt. i ,^ ^ ^ u 

13. Verfahren zur Herstellung eines Phosphorylierungsreagenz nach einem der Anspruche 1 bis 12. dadurch 
gekennzeichnet, daB man einen Diol der allgemeinen Formel ! I 
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Y Y, X 

t I I 
HC C CH 

i I i 
OH OH CHY, 

I 

OH 



in der Y bis Y3 gleich B bis B3 sind oder eine mil B bis 83 verknupfbare Gruppe darstellen und X und B bis B3 
die in Anspruch 1 definierte Bedeutung aufweisen, zuerst mil einem die benachbarien Diolhydroxyle 
schutzenden Reagenz und dann die endstandige Hydroxygruppe mil einer Phosphorverbmdung der allge- 
meinen Formel {RiR2R3)P {RiR2R3)PO oder P(R.-5)5 umsetzt. wobei die Reste Ri -R5 gleich oder ver- 
schieden sind und gut hydrolysierbareAusirittsgruppen darstellen. . ^ . ^ , rx- 

14. Verfahren nach Anspruch 13.dadurch gekennzeichnet,daB Ri - Rs em p-Nitrophenylethanoyl.Dimethy- 
Iamm.Oxazin,TetrazolresiodereinHalogenatomist. , « . ^ • • r.^ 1. i.- 

15. Verfahren nach Anspruch 13 oder H. dadurch gekennzeichnet. daB eme dreiwertige Phosphorverbm- 
dung verwendet wird. ^. . r» , II . J 

16 Verfahren zur Herstellung von an ihrem 5'-Ende phosphorylierten Ohgo- und Polynukleotidsequenzen 
durch Synthese der Nukleotidkette in an sich bekannter Weise. insbesondere durch automatisierie Synthese 
an einer festen Phase, mit anschlieBender chemischer Phosphorylierung der endstandigen 5'-OH-Gruppe 
und Abtrennen der nicht phosphorylierten Nukleotidkette an einer Matrix, dadurch gekennzeichnet, daB 
nach Fertigstellung der gewunschten Nukleotidsequenz das 5'-OH-Ende der Ketie mit emem Phosphoryhe- 
rungsreagenz nach einem der Anspriiche 1 bis 12 umgesetzt. anschlieBend die phosphorylierte Nukleotid- 
kette von nicht umgesetzten Reagenzien gereinigt wird. die zum Phosphorester und 5-standigen Diolh- 
ydroxyle zum Aldehyd oxidiert werden und die Nukleotidkette mil einer Proton abstrahierenden Base 

U.^Verfahi^'^ Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet. daB die Reinigung der phosphorylierten Nukleo- 
tidkette an einer Reversed-phase-Matrix erfolgi. J • u- 

18. Verfahren nach Anspruch 17. dadurch gekennzeichnet. daB eine Reversed-phase-Matrix mil Cg bis Cis 
substituiertem Material verwendet wird . . v, ui 

19. Verfahren nach Anspruch 16. dadurch gekennzeichnet, daB die Reinigung der phosphoryherten Nukleo- 
tidkette durch Affinitatschromatographie erfolgt. ^ . J r^ t • r» - J . 

20. Verfahren nach Anspruch 16. dadurch gekennzeichnet. daB man die Oxidation der Diole mit Perjodat 
Oder Bleitetraacetaldurchfuhrt. . 

21. Verfahren nach Anspruch 16. dadurch gekennzeichnet, daB man em Reagenz mit Benzoyl, geschutzten 
Diolen und mit Cyanoethylphosphitestern verwendet. . _ 

22. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet. daB man die Schutzgruppen nach der Reinigung 
in einem Verfahrensschrittgleichzeitigabspaltet. . . . 

23. Verfahren nach Anspruch 19. dadurch gekennzeichnet, daB fiir die Afrinitatschromatographie der 
immobilisierte Antikorper Ig22/20 verwendet wird. 

Hierzu 1 Seite(n) Zeichnungen 
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